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Molekularno-epidemiolo{ke studije, zasnovane na genotipizaciji klini~kih izo-
lata M. tuberculosis, daju novu dimenziju metodama deskriptivne epidemi-
ologije i omogu}avaju pra}enje prijenosa infekcije na globalnoj, nacionalnoj ili
lokalnoj razini. Genotipizacija svih klini~kih izolata izoliranih u novooboljelih
bolesnika u Hrvatskoj provodi se od 2007. godine. Koristi se metoda MIRU-
-VNTR, a rezultat genotipizacije je 15-~lani numeri~ki kod koji se pohranjuje u
nacionalnu bazu genotipova M. tuberculosis. U ovom radu prikazan je presjek
mogu}nosti primjene rezultata genotipizacije u pra}enju prijenosa tuberkuloze
kao {to su dokaz postojanja mikroepidemije ili la`no pozitivnih kultura, otkri-
vanje prijenosa koji nije uo~en metodama deskriptivne epidemiologije, prijenos
tuberkuloze sa ~ovjeka na ̀ ivotinju i obrnuto te ostalo.
Molecular epidemiology – what have we learned in TB transmission 
follow-up
Review article
Molecular epidemiology studies, based on M. tuberculosis strains genotyping,
add new dimension to descriptive epidemiology approach by enabling the fol-
low-up of spread of tuberculosis on local, national and global level. In Croatia,
all M. tuberculosis clinical strains isolated in newly diagnosed patients are geno-
typed since 2007. The MIRU-VNTR method is used, and the result is in the form
of a 15-digit numerical code that is stored in the national database of M. tuber-
culosis genotypes. In this paper, various possibilities of using genotyping results
in tuberculosis follow-up are presented, such as confirming the existence of an
outbreak, revealing false positive cultures, transmission that was unnoticed by
descriptive epidemiology approach, transmission from human to animal host
and vice versa, etc.
Uvod
Sedamdesetih godina 20. stolje}a tuberkuloza se sma-
trala svladanom bole{}u, no ipak je i danas naj~e{}a smr-
tonosna bakterijska izlje~iva bolest [1]. To ~ini Myco-
bacterium tuberculosis (M. tbc) jednim od najuspje{nijih
bakterijskih patogena u povijesti, a pra}enje prijenosa
bolesti posebnim izazovom. Tuberkuloza se naj~e{}e
prenosi s osobe koja boluje od plu}ne tuberkuloze na
drugu osobu putem aerosola koji se stvara kad bolesna
osoba ka{lje, ki{e, pjeva ili govori. Mogu}nost da se iz-
lo`ena osoba zarazi ovisi najvi{e o intenzitetu, u~estalosti
i trajanju izlo`enosti bacilima tuberkuloze [2, 3]. Ipak,
pokazalo se da su slu~ajni kontakti i sporadi~ni slu~ajevi,
usprkos tome {to ih je te{ko dokazati, odgovorni za ve}inu
mikroepidemija i ~ine va`an na~in prijenosa tuberkuloze
[4]. Nekad su se u svrhu otkrivanja putova prijenosa koris-
tile fagotipizacija, profili rezistencije na antituberkulotske
lijekove (ATL) i serologija, no te metode nisu bile do-
voljno diskriminatorne [5]. Tek otkri}em razli~itih meto-
da genotipizacije, zasnovanih na odre|ivanju zna~ajki de-
oksiribonukleinske kiseline (DNK), po~inje u~inkovito
pra}enje prijenosa tuberkuloze na molekularnoj razini [6].
Molekularna epidemiologija tuberkuloze
Molekularna epidemiologija, spoj metoda moleku-
larne biologije i epidemiologije, omogu}ava razumije-
vanje prijenosa te mo`e omogu}iti procjenu veze ~im-
benika rizika s prijenosom bolesti, otkrivanje i potvrdu
mikroepidemija unutar institucija, otkrivanje sojeva od
javnozdravstvenog zna~aja te razlikovanje izme|u reakti-
vacije bolesti i ponovne infekcije [7]. Mogu}e je i pratiti
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dine provodi se prospektivna studija genotipizacije meto-
dom MIRU-VNTR. Genotipiziraju se sojevi MTBC izoli-
rani u svih novooboljelih bakteriolo{ki potvr|enih boles-
nika, tako da jedan izolirani soj odgovara jednom
bolesniku. Ponovno se genotipiziraju i sojevi izolirani u
bolesnika od ~ijeg je prethodnog kulturom pozitivnog
uzorka pro{lo vi{e od dvije godine. Koristi se diskrimina-
torni set od 15 MIRU lokusa, a ukoliko su sojevi multi-
rezistentni (rezistencija najmanje na izoniazid i rifam-
picin), koristi se potpuna karakterizacija setom od 24
lokusa [12]. Osim izolirane DNK, pohranjuju se i sojevi
analiziranih M. tbc, ~ine}i tako bio-banku sojeva koja
omogu}ava da se rezultati genotipiziranja mogu po potrebi
ponoviti ili nadopuniti. Od sije~nja 2007. do sije~nja 2014.
godine genotipizirano je oko 4400 sojeva M. tbc. Dobiveni
rezultati pohranjuju se u obliku 15-~lanog numeri~kog ko-
da u osobno ra~unalo, analiziraju kori{tenjem mre`ne baze
podataka MIRU-VNTRplus te ~ine nacionalnu bazu geno-
tipova M. tbc. 
Primjeri mogu}e primjene rezultata 
genotipizacije
1. Mikroepidemije i tuberkuloza u obitelji
Rezultati razli~itih molekularno-epidemiolo{kih studi-
ja pokazali su da se primjenom isklju~ivo metoda deskrip-
tivne epidemiologije ~esto mo`e previdjeti povezanost
bolesnika inficiranih sojevima M. tbc identi~nog genotipa
[16, 17, 18]. Primjeri iz hrvatske nacionalne baze geno-
tipova u skladu su s podacima iz literature; postoji vi{e
primjera postojanja identi~nog genotipa na odre|enom
geografski ograni~enom podru~ju za koje su do sada nisu
otkriveni putovi prijenosa bolesti metodama deskriptivne
epidemiologije. Tako je primjerice u dvije lokalne zajed-
nice otkriveno 15 odnosno 17 oboljelih osoba mla|e `i-
votne dobi, s izolatima identi~nog karakteristi~nog genoti-
pa unutar svake zajednice, za koje do sada nije prona|ena
epidemiolo{ka poveznica (podaci HZJZ). Primjenom
genotipizacije identificiran je i klini~ki izolat M. tbc koji je
uzrokovao tuberkulozu u vi{e osoba koje su u razli~ito vri-
jeme boravile u vi{e razli~itih psihijatrijskih bolnica i us-
tanova za skrb. Mo`e se pretpostaviti da je neki od bolesni-
ka premje{tanjem u drugu ustanovu prenio i izolat koji se
potom pro{irio u toj ustanovi. Tako|er, utvr|ena je mikro-
epidemija unutar ustanove za skrb o odraslim osobama
li{enim poslovne sposobnosti. Zbog dugotrajnog me|u-
sobnog kontakta {ti}enika, postoji velika mogu}nost pri-
jenosa uzro~nika pa je ovakav rezultat o~ekivan. Ipak, pos-
toje i druga~iji slu~ajevi, kao primjerice radna zajednica u
kojoj je u kratkom vremenu 5 osoba oboljelo od tuberku-
loze. Od ukupno ~etiri bakteriolo{ki potvr|ena bolesnika
iz te radne zajednice, samo su dva bolesnika oboljela od
uzro~nika istog genotipa, dok su u preostalo dvoje izoli-
rani sojevi jedinstvenog genotipa. Ti rezultati ukazuju da
prijenos infekcije na globalnoj, nacionalnoj ili lokalnoj
razini. Na lokalnoj razini, ukoliko epidemiolo{ki podaci
upu}uju na postojanje mikroepidemije, genotipizacijom je
mogu}e potvrditi da li je do{lo do prijenosa ili se istovre-
meno pojavilo vi{e odvojenih slu~ajeva bolesti.
S gledi{ta molekularne epidemiologije, klasteri (dva ili
vi{e sojeva identi~nih ispitivanih zna~ajki DNK, tj. genoti-
pa) su definirani kao epidemiolo{ki vjerojatno povezani
slu~ajevi nedavnog prijenosa bolesti. Izolati jedinstvenog
genotipa obi~no se smatraju slu~ajevima reaktivacije
prethodno preboljele bolesti [8]. 
Metoda MIRU-VNTR
Od raznih molekularnih metoda koje se danas koriste
za genotipizaciju ~lanova M. tbc kompleksa (MTBC), me-
toda MIRU-VNTR (od engl. Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units; Variable Number of Tandem Repeats)
danas preuzima ulogu metode prvog izbora. Zbog jedno-
stavnosti izvo|enja i reproducibilnosti izuzetno je priklad-
na za epidemiolo{ko pra}enje tuberkuloze [9, 10, 11].
Metoda MIRU-VNTR se zasniva na umna`anju tandem-
ski ponovljenih sljedova nukleotida u genomu M. tbc.
Ukratko, ciljni dijelovi umno`e se kori{tenjem specifi~nih
po~etnica, a dobiveni produkti razdvoje se elektroforezom
na agaroznom gelu. Veli~ina produkata umna`anja odra-
`ava broj ciljnih kopija MIRU-VNTR koji varira me|u
razli~itim sojevima. Od 2006. godine preporu~ena metoda
za genotipizaciju sojeva M. tbc je metoda MIRU-VNTR
koja uklju~uje odre|ivanje ukupno 24 lokusa, pri ~emu
diskriminatorni set ~ini 15 lokusa, a dodatni set jo{ 9 [12].
Rezultat genotipizacije je 15-~lani, ili uz dodatne lokuse
24-~lani, numeri~ki kod koji je prikladan za inter- i intra-
-laboratorijsko uspore|ivanje klini~kih izolata M. tbc.
Rezultati se mogu dodatno analizirati kori{tenjem mre`ne
baze podataka MIRU-VNTRplus (www.miru-vntrplus
.org) [13, 14]. Ova je baza podataka razvijena kao metoda
za klonalnu identifikaciju izolata MTBC. Referentne so-
jeve u bazi ~ini kolekcija od ukupno 186 dobro okarakteri-
ziranih sojeva, predstavnika {est primarnih obitelji MT-
BC. Svaka od tih obitelji povezana je s odre|enim geograf-
skim podru~jem {to odra`ava naziv obitelji; definirane su
4 obitelji M. tbc, nazvane Indo-Oceanic, East Asian, East
African-Indian i Euro-American, te dvije obitelji M.
africanum, West African I i West African II [15]. Uno{e
njem rezultata genotipizacije u bazu podataka MIRU-
-VNTRplus mogu}e ih je usporediti s referentnim sojevi-
ma te u ve}ini slu~ajeva odrediti pripadnost genotipizi-
ranih sojeva odre|enoj obitelji tuberkuloze.
Genotipizacija sojeva M. tuberculosis u
Hrvatskoj
Na Odjelu za dijagnostiku tuberkuloze Hrvatskog za-
voda za javno zdravstvo u Zagrebu od sije~nja 2007. go-
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su postojala najmanje tri izvora prijenosa bolesti, a ne
samo jedan. U dva slu~aja tuberkuloze u obitelji dokazano
je da su bolest u ~lanova iste obitelji uzrokovali razli~iti so-
jevi M. tbc. U jednom se slu~aju radilo o bra}i, a u drugom
o ocu i sinu. Ipak, mnogo su ~e{}e zabilje`eni slu~ajevi tu-
berkuloze u obitelji uzrokovani identi~nim sojevima M.
tbc (podaci HZJZ).
2. Udio klasteriranja
Udio klasteriranja ukazuje na razinu nedavnog pri-
jenosa bolesti te }e biti to vi{i {to je u~estaliji prijenos
bolesti od reaktivacije prethodno preboljele bolesti. U
analizi rezultata genotipizacije sojeva M. tbc izoliranih u
Hrvatskoj od 2009. do 2011. godine, utvr|eno je da je udio
klasteriranja iznosio 47,8 % za ukupno 1587 testiranih izo-
lata. Od tih izolata, ukupno 996 (63 %) izolata bilo je
uklju~eno u 236 klastera veli~ine od 2 (114 klastera) do 45
(1 klaster) bolesnika [19]. Takav visoki udio klasteriranja
ukazuje na jo{ uvijek visoku razinu prijenosa tuberkuloze
u Hrvatskoj. Ipak, pri interpretaciji tih rezultata potrebno
je uklju~iti i metode deskriptivne epidemiologije. Naime,
otkriveni su klasteri, kao {to je i najve}i klaster iz perioda
od 2009. do 2011. godine s 45 bolesnika, u kojima su
bolesnici geografski razdvojeni jer potje~u iz razli~itih
`upanija. Takvi klasteri bez o~itih epidemiolo{kih veza
mogu nastati kao posljedica naro~ite zastupljenosti nekih
sojeva u populaciji. Mogu} je nastanak "pseudoklastera" u
slu~ajevima reaktivacije bolesti u starijih osoba kao
posljedice infekcije sojem koji je vjerojatno bio ~est u nji-
hovoj mladosti, a ne prijenosa u sada{njem vremenu [20].
Ne mo`e se isklju~iti ni mogu}nost laboratorijske konta-
minacije u slu~aju da su oba izolata obra|ivana u isto vri-
jeme. 
3. La`no pozitivne kulture
Genotipizacijom sojeva mogu}e je utvrditi postojanje
kontaminacije koja mo`e nastati ili pri uzimanju uzorka ili
pri laboratorijskoj obradi. Pri uzimanju uzorka kori{te-
njem bronhoskopa posebno je va`na kvalitetna dezinfek-
cija bronhoskopa; uz kontaminaciju uzoraka drugih paci-
jenata, mogu} je i prijenos infekcije na druge pacijente
[21]. Procjenjuje se da je udio la`no pozitivnih kultura M.
tbc kao posljedica laboratorijske kontaminacije oko 3 %
[17, 22]. Na kontaminaciju se mora posumnjati ukoliko se
radi samo o jednoj pozitivnoj kulturi u pacijenta koji je dao
vi{e uzoraka, potom ukoliko se radi o pozitivnoj kulturi
pacijenta koji je bio mikroskopski negativan, a istovre-
meno je obra|ivan mikroskopski pozitivan uzorak drugog
pacijenta te ukoliko klini~ki simptomi ne odgovaraju slici
tuberkuloze [22]. Budu}i da je metoda MIRU-VNTR brza
i jednostavna za izvo|enje, naro~ito je pogodna za pra}e-
nje laboratorijskih kontaminacija i otkrivanje la`no pozi-
tivnih kultura [23]. Pravovremenim otkrivanjem kontami-
nacije sprje~ava se bespotrebno izlaganje pacijenta terapi-
ji ATL, nepotrebni epidemiolo{ki izvidi te profilaksa [22,
24]. Do danas su dokazane la`no pozitivne kulture koje su
bile posljedica laboratorijske kontaminacije (mikroskop-
ski jako pozitivan uzorak kontaminirao je negativan uzo-
rak), kao i one koje su bile posljedica lo{e dezinfekcije
bronhoskopa (podaci HZJZ). 
4. Recidiv, ponovna infekcija, mije{ana infekcija
Metode genotipizacije omogu}ile su razlikovanje me-
|u bolesnicima kod kojih je do{lo do recidiva bolesti od
onih koji su zara`eni drugim sojem. Dokazano je da
prethodno izlaganje tuberkulozi ne {titi od naknadne egzo-
gene reinfekcije i bolesti [25, 26]. Postojanje mije{ane in-
fekcije kori{tenjem metode MIRU-VNTR mogu}e je
potvrditi ukoliko za dva ili vi{e lokusa postoji vi{e nu-
meri~kih vrijednosti. Tako je u bolesnika koji je bolovao
2007. godine utvr|en soj jednog genotipa, a 2011. potpuno
druga~ijeg. Tre}i je izolat istog bolesnika izoliran kasnije
2011. godine i ponovno tipiziran da bi se isklju~ila
mogu}nost la`no pozitivne kulture drugog izolata. U
tre}em izolatu utvr|ena je mije{ana infekcija s oba pret-
hodno izolirana soja. Mo`e se zaklju~iti da je u ovog
bolesnika gotovo istovremeno do{lo i do recidiva bolesti i
do ponovne infekcije novim sojem. Mije{ana infekcija
dokazana je i slu~aju bolesnika ~iji je klini~ki izolat poslan
na genotipizaciju iz dvije razli~ite ustanove. Obradom oba
izolata dobiven je identi~an rezultat, identificirana su dva
genotipa. Kako je mogu}nost da je u obje ustanove do{lo
do kontaminacije pozitivne kulture drugim sojem izuzetno
mala, mo`e se utvrditi da je bolesnik istovremeno zara`en
dvama sojevima M. tbc. Istovremeno postojanje razli~itih
sojeva otvara mogu}nost ve}e sklonosti razvoju rezisten-
cije kao i previ|anju ve} postoje}e rezistencije na ATL.
5. Prijenos me|u razli~itim vrstama
Osim prete`no humanog patogena M. tbc, tuberkulozu
u ljudi mogu uzrokovati i pripadnici MTBC koji su prven-
stveno patogeni ̀ ivotinja, kao {to je M. caprae. M. caprae
ima specifi~an genotip pa ga je metodom MIRU-VNTR
mogu}e i identificirati i genotipizirati. Genotipizacijom
sojeva M. caprae izoliranih u djeteta i goveda dokazan je
prijenos uzro~nika sa ̀ ivotinje na ~ovjeka. Iz uzorka punk-
tata cervikalnog limfnog ~vora djeteta izoliran je M.
caprae. Kako se obitelj djeteta bavila mljekarstvom,
provedeno je tuberkulinsko testiranje goveda na farmi, a
pozitivna i sumnjiva goveda su `rtvovana i ispitana na
prisutnost uzro~nika. Izolirani M. caprae je bio identi~nog
genotipa kao i onaj izoliran u djeteta [27]. Tako|er,
dokazan je i prijenos M. tbc s ~ovjeka na ̀ ivotinju. Iz uzor-
ka bronhijalnih limfnih ~vorova goveda koje je `rtvovano
nakon pozitivnog nalaza tuberkulinizacije izoliran je M.
tbc. Vlasnik goveda je ranije iste godine umro od tuberku-
loze te je rezultat genotipizacije tog soja ve} postojao u
bazi genotipova. Nakon genotipizacije soja izoliranog u
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`ivotinje utvr|eno je da su sojevi identi~ni te time po-
tvr|en prijenos [28].
6. Filogenetska analiza
Uz pra}enje prijenosa tuberkuloze na razini soja,
MIRU-VNTR su i filogenetski informativni pa se mogu
koristiti da bi se predvidjelo grupiranje pojedinih sojeva u
odre|ene obitelji M. tbc, karakteristi~ne za odre|ena geo-
grafska podru~ja i populaciju tog podru~ja [12, 29, 30].
Kori{tenjem baze podataka MIRU-VNTRplus je po prvi
put u Hrvatskoj dokazana i prisutnost sojeva iz obitelji
Beijing, obitelji koja je rasprostranjena u isto~noj Aziji,
Ruskoj federaciji i Balti~kim republikama [31]. Tu obitelj
karakterizira visoka razina prenosivosti, sklonost stvara-
nju rezistencije na ATL i te`i simptomi bolesti. Uvidom u
epidemiolo{ke podatke bolesnika zara`enog sojem Bei-
jing, utvr|eno je da je bolesnik neko vrijeme boravio u
Rusiji tako da se vjerojatno tamo zarazio tuberkulozom
(podaci HZJZ). Nakon toga su sojevi iz iste obitelji izoli-
rani i u osoba kineske nacionalnosti, za koje se isto mo`e
pretpostaviti da su se zarazile prije dolaska u Hrvatsku. Na
isti je na~in dokazana prisutnost soja iz obitelji East-Afri-
can Indian, obitelji rasprostranjene u isto~noj Africi i
Indiji, u bolesnika koji je ~esto boravio u Indiji [19].
Usporedbom rezultata genotipizacije soja izoliranog u
emigranta iz Toga s referentnim sojevima iz baze podataka
MIRU-VNTRplus, potvr|ena je i izolacija M. africanum
koji pripada obitelji West african II [19].
Zaklju~ak
Postojanje jo{ uvijek neotkrivenih putova prijenosa tu-
berkuloze unutar razli~itih zajednica ukazuju na nu`nost
integracije deskriptivne i molekularne epidemiologije.
Samo se na taj na~in prijenos sojeva M. tbc mo`e u~inkovi-
to pratiti te sprije~iti njihovo {irenje. Usporedno s
pove}anim migracijama stanovni{tva, uz ve} zabilje`ene,
u Hrvatskoj se mo`e o~ekivati daljnja pojava sojeva M. tbc
koji do sada nisu bili prisutni u populaciji.
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